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論　　文　　の　　要　　旨
　カビの有機酸発酵は研究の歴史が古く生体の物質代謝の研究にも大きく貢献してきたが雪酵母の
有機酸発酵に関する研究は少なかった。田淵らはヨ酵母によるクエン酸発酵を見いだし曾さらにヨ
酵母吻㈹〃α働6伽γ0榊60カSタ∫〃伽肋6αのモノフルオロ酢酸耐性変異株がヨ奇数炭素鎖犯一アル
カンを炭素源として伽θo－D。一2メチルイソクエン酸を多量に蓄積しうることを見いだし雪またヨ
2一メチルクエン酸ヨ2一メチルシスアコニット酸なども発酵生産者中に存在することをつきとめ
てヨ奇数脂肪酸が順次β一酸化をうけて最後に残るプロピオニルCoAがヨピルビン酸にまで酸化され
るプロピオン酸代謝に関する新経路㊥メチルクエン酸回路を想定していた。この回路によると争C。
のプロピオニルCoAとC。のオキザロ酢酸が縮合してヨC。の2一メチルクェン酸ができ，これは2一メ
チルシスアコニット酸、2一メチルイソクエン酸を経てピルビン酸とコハク酸とに開裂しヨコハク
酸からオキザロ酢酸がクエン酸回路所属の酵素系によって再生産されるので雪回路の収支はつぎの
ようになる：プロピオニルCoA→ピルビン酸十4H＋CoASH。
　ついで，この回路の酵素系についてはヨ初めの縮合反応は新酵素2一メチルクエン酸シンターゼ
によってラまたヨ最後の解裂反応は新酵素2一メチルイソクエン酸リアーゼによって行なわれるこ
とがすでに明らかにされていたが骨中閻の2一メチルクエン酸の変換反応に関する酵素学的研究は
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末解明のままであった。
　本研究ではヨ2一メチルクエン酸がどのような酵素系によって2一メチルイソクエン酸にまで変
換されるかが調べられた。
　当初は事2一メチルクエン酸から2一メチノレシスアコニット酸を経て2一メチルイソクエン酸に
‘変換する酵素はヨアコニテートヒドラターゼそのものヨあるいはヨそれに性質の似た一個の酵素に
よるものとの想定のもとにヨ2一メチルイソクエン酸を基質にした実験を行ないラ酵素の分離。精
製に努めたがラどの画分による反応でも目的の2一メチルクエン酸の生成は認められなかった。
　そこで，2一メチルクエン酸を基質にする活性酵素画分の存否に実験は切り替えられた。すなわ
ちBeachらの方法によって調製した合成2一メチルクエン酸が便用されヨ酵素活性はラ生成する2一メ
チルシスアコニット酸に由来する24胴醐における吸光度の増加を測定してもとめられた。
　供試酵母吻㈹”α妙0〃6αから調製した粗抽出液中にラ合成2一メチルクエン酸脱水活性が存在
することがまず確認できた。ついでラ硫安分画法による2一メチルクエン酸脱水活性の分画傾向を
調べたところラ硫安濃度50～60％飽和の沈澱画分に最大活性が認められた。一方ヨクエン酸，イソ
クエン酸、去肋0－D。一2メチノレイソクエン酸などの基質に対する最大活性は争すべて60～70％硫安
飽和沈澱画分に認められた。すなわち骨メチルクエン酸回路中の2つの申間体12一メチルクエン
酸と2一メチルイソクエン酸に対する脱水活性は別々の硫安濃度で塩析されることが確認された。
　2種類存在すると推定された酵素画分はヨそれぞれ、DEAE－Sephadex　A－50カラムクロマト
グラフィによってさらに分画された。すなわちラ2一メチルクエン酸脱水活性はO．15Mのリン酸緩衝
液濃度で溶出されたがラその他のクエン酸ヨイソクエン酸、2一メチルイソクエン酸に対する脱水
活性はすべてO．125Mで溶出された。当面の目的画分である前者の2一メチルクエン酸脱水活性のみ
を示す画分の反応生産物をガスクロマトグラフィによって同定したところ雪基質2一メチルクエン
酸に対する反応生産物は2一メチルシスアコニット酸のみでありラ2一メチルイソクエン酸は生成
されていないことが確認された。同様に、O．125。で溶出され雪2一メチルイソクエン酸脱水活性を
示した画分について調べた結果、2一メチルシスアコニット酸のみが生成され雪2一メチルクエン
酸は全く生成されていなかった。
　以上の結果からラ当初同一酵素によるものと仮定した三ケのC。酸相互の変換反応においては害2
一メチルクエン酸を2一メチノレシスアコニット酸に変換する反応とヨ2一メチルシスアコニット酸
を2一メチルイソクエル酸に変換する反応とが異なる酵素によって行なわれることが判明した。こ
の結果にもとづいてラ当初の想定回路の反応順位は一部修正された。
　2一メチルクエン酸と2一メチルシスアコニット酸の相互変換のみを触媒する新酵素の存在が確
認されたのでヨ本酵素を2一メチルクエン酸デヒドラターゼと命名しヨその性質が調べられた。
　本酵素をさらに精製するためラ40～70％の硫安分画雪DEAE－Sephadexによるイオン交換クロマ
トグラフィおよびSep肱dex　G－200のゲル濾過などが実施された。〃一アルカン混合物を炭素源と
して培養された吻舳”α肋0肋6αの凍結菌体五㎏からヨ200倍に精製された五20㎎の2一メチルク
エン酸デヒドラターゼが19％の収率で得られた。
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　この標晶はDisc一、SDS一電気泳動法的に均一であった。分子量は，SDS一電気泳動法では79，
OOOラSephadex　G－200のゲル濾過法では78，OOOラ同G－150では79，000とそれぞれ推定された。
　本酸素の基質特異性は狭くヨ2一メチルクェン酸と2一メチルシスアコニット酸のみに働きラTCA
サイクルの有機酸およびその他の各種オキシ酸類には作用しなかった。至適pHはヨ615～7．Oであ
り。至適作用温度は雪蛆Cであった。酵素はpH6．5～7．5で安定であり，また，40℃まで安定であっ
た。等電点は3．9であった。紫外部275n㎜に吸収極大を示し、28肺mにおける分子吸光係数は24．
3と計算されたが，アコニテートヒドラターゼとは異なり可視部に吸収を示さなかった。
　本酵素活性を賦活する金属イオンは見いだされずうNi2＋、Cu2＋、Hg2＋ヨpb2＋などによって阻害さ
れた。アコニテートヒドラターゼとは異なり，各種の還元剤ヨキレート剤によって活性は賦活され
ず雪また阻害もされなかった。しかし、アコニテートヒドラターゼ同様に力一クロロマーキュリベン
ゾエイトヨヨード酢酸などによって阻害された。
　各種有機酸およびそれらのアナログ添加の影響を調べた結果害クエン酸（”＝4．5×10■4M），伽ω
一D。一2一メチルイソクエン酸（〃＝1．2×10－3M）、DL一フルオロクエン酸（〃＝9．5×10－3M）など
によって強く、またヨ伽ω一D、一イソクエン酸（”＝1．5x10－2M）、トリカルバリル酸（”＝3，7x
lO■2M）によっても弱く拮抗的に阻害されることが知られた。6ゐ一アコニット酸、伽θo一肌一イソ
クエン酸にも阻害された。
　アミノ酸分析の結果ヨ本酵素は685個のアミノ酸残基からなっていた。本酵母のアコニテートヒ
ドラターゼ（分子量：68，500，アミノ酸残基数：620個）と，アルギニンヨロイシン残基数が同一で
ありヨその他のアミノ酸残基数もかなり一致していた。
　炭素源として雪偶数鎖の〃一ドデカンを便用して培養して得られた菌体の粗酵素液中でも、奇数鎖
の〃一ウンデカンを便用して得られた粗酵素液中の比活性でも，ほぼ同程度の活性が認められた。す
なわちヨ本酵素は供便酵母の場合、細胞中に構成的に存在するものと推定された。
　本研究によって酵母のプロピオン酸代謝に関与する新酵素の存在が明らかにされ、この酵素の性
質が解明された。さらにヨこれらの知見はヨTCAサイクル上のアコニテートヒドラターゼの対比の
上で調べられているので、アコニテートヒドラターゼの酵素学的反応機構の今後の解明にも寄与す
るものと考えられる。
審　　査　　の　　要　　旨
　いわゆる石油蛋白の対象菌としてラあるいはクエン酸生産菌として有用な酵母である肋㈹”α
βαoo加プo榊oo畑∫〃伽妙枕αにおけるプロピオン酸代謝に関する新酵素の存在が著者より証明され
た。さらに、純粋に精製しヨその酵素学的ならびに物理化学的諸性質を詳細にわたり明らかにして
いる。これらの知見は菌類による奇数脂肪酸ヨあるいは，ある種のアミノ酸などの分解過程で生成
するプロピオン酸残基の代謝の解明に貢献するところ大であってヨカビ，酵母を利用する発酵工業
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にも寄与するものである。
　なおヨTCA回路のアコニテートヒドラターゼはヨその基質特異性が立体化学的に多数の研究者か
ら興味を持たれているがヨ不明の点が多い。著者がアコニテートヒドラターゼと類似の反応を触媒
する新酵素の性質を調べるにあたって。両者間の異同を対比していることはヨアコニテートヒドラ
ターゼの基質特異性の機構解明にも貢献するところである。
　よってヨ著者は農学博士の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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